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第一章 序論 
 
 真核生物のゲノム DNAは、核内タンパク質ヒストンと結合してクロマチン構造を形成している。
クロマチン構造の基本構成単位は、コアヒストン H2A, H2B, H3, H4に 147 bpの DNAが巻き付いた
ヌクレオソーム構造である。クロマチン構造はゲノム DNAを細胞核内へ効率的に収納するだけでな
く、その構造の変換が転写や染色体分配などのゲノム機能制御に寄与している。例えば、凝集した
構造であるヘテロクロマチンは転写不活性化・染色体分配に寄与し、弛緩した構造であるユークロ
マチンは転写活性化・DNA損傷修復に寄与する (Fig. 1-A)。 
クロマチン構造を変換するための分子機構として、ヒストンへの化学修飾や、ヒストンバリアン
トの導入が挙げられる。ヒストンへの化学修飾としては、ヒストンへのアセチル化修飾が特によく
研究されている。ヒストンがアセチル化修飾を受けることによりクロマチン構造が弛緩し、その結
果として転写の活性化が起ると考えられている。そして、ヒストンバリアントとはコアヒストンと
異なるアミノ酸配列を持ち、ヌクレオソーム中に導入される一群のタンパク質を指す。ヒストンバ
リアントが導入されることによって特徴的なヌクレオソーム構造が形成され、そのクロマチン構造
変換がゲノム機能制御に寄与すると考えられている。 
 ヒストン H2Aのバリアントの一つである H2A.Zは、酵母からヒトにまで進化的に高度に保存され
たヒストンバリアントであり、生物学的に重要な機能を持つと考えられている。これまでの研究に
よって、H2A.Zは多様なエピジェネティクス制御に寄与することが報告されている(Fig. 1-B)。特に、
H2A.Zは転写開始点近傍に顕著に導入されており、転写制御に重要な機能を有することが示唆され
ている。また、酵母を用いた遺伝学的な解析によって、H2A.Zが染色体分配や DNA損傷修復におい
ても重要な機能を持つことが報告されている。さらに近年、H2A.Zは細胞がん化との関連が指摘さ
れており、医学的観点からも興味深い研究対象である。しかし、H2A.Zによるゲノム機能制御の分
子機構は不明である。そこで本研究は、H2A.Zによるゲノム機能制御機構の分子機構解析を試みた。  
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第二章 H2A.Z遺伝子破壊細胞株の表現型解析 
 
 脊椎動物では、H2A.Zをコードする 2つの遺伝子(H2A.Z.1および H2A.Z.2)が存在する。当研究室
の松田博士は、遺伝子破壊細胞の樹立が可能なニワトリ DT40細胞を用いて、テトラサイクリン誘
導的に H2A.Zを二重破壊する H2A.Z double knockout (H2A.Z DKO)細胞を樹立した。本研究ではま
ず、この H2A.Z DKO細胞を用いた表現型の比較解析を行い、H2A.Zがどのようなゲノム機能制御
に寄与するか検証を行った。 
 H2A.Zが転写制御において重要な機能を持つ可能性が報告されていたので、H2A.Zの転写への影
響を評価した。まず、H2A.Z DKO 細胞を用いてマイクロアレイ転写解析を行い、DT40野生細胞(WT)
と H2A.Z DKO細胞間における遺伝子発現プロファイルを比較した。その結果、H2A.Z DKO細胞に
おいて、多くの遺伝子の発現が減少することが示された(Fig. 2-A)。さらに、血清刺激によって転写
が誘導される転写誘導性遺伝子 EGR1に着目して解析をおこなったところ、WT細胞においては血
清刺激により転写が誘導されたのに対して、H2A.Z DKO細胞においては転写誘導が観察されなかっ
た(Fig. 2-B)。これらの結果は、H2A.Zは転写活性化や転写誘導において重要な機能を持つことを示
している。 
 
 
  
Fig. 2 Effect of H2A.Z DKO in transcriptional regulation. (A) Scatter plot comparing transcription expression profiles of 
wild type (WT) and H2A.Z DKO DT40 cells. Numbers of up-regulated and down-regulated genes (≧ 2-fold; black 
dots) in H2A.Z DKO cells are indicated. (B) Comparison of transcriptional induction in EGR1 gene. WT and H2A.Z 
DKO cells were cultured in a serum starved medium and then treated with fetal bovine serum. The expression of 
EGR1 gene was examined at the indicated time. 
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また、H2A.Zが染色体分配に寄与するか検証した。H2A.Z DKO 細胞を用いて細胞増殖解析を行っ
た結果、H2A.Z DKO細胞はテトラサイクリン添加条件において致死性を示した(Fig. 3-A)。次に、
FACS解析を行った結果、H2A.Z DKO細胞はテトラサイクリン添加条件において G2/M期に細胞周
期が停滞することが示された(Fig. 3-B)。M期の細胞の形態、割合を算出するため顕微鏡観察を行っ
た結果、H2A.Z DKOにより多極の紡錘体の形成、小核の形成といった典型的な染色体分配異常が引
き起こされ、M期の細胞の割合も増大することが示された(Fig. 3-C, D)。これらの結果は、脊椎動物
において H2A.Zは染色体分配に重要な機能を持つことを示している。 
 
 
 
 
 
Fig. 3 H2A.Z DKO led to mitotic defects. (A) Representative growth curves of the H2A.Z DKO cells in the absence (-tet) 
or presence (+tet) of tetracyclin. (B) FACS analysis of H2A.Z DKO cells. (C) Mitotic chromosomes (DAPI, blue) and 
mitotic spindles (anti α-tubulin antibody, green) in H2A.Z DKO cells cultured in the absence (-tet) and presence (+tet 72 
h, +tet 96hr) of tetracycline. (D) Summary of visual quantification of cell-cycle state and phenotypes of H2A.Z DKO 
cells. Scale bars, 10 µm. 
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第三章 H2A.Z遺伝子破壊細胞を用いた機能相補実験系の樹立 
 
 第二章での解析により、H2A.Zは染色体分配、転写制御において重要な機能を持つことが示され
た。しかし、H2A.Z分子のどのような機能ドメインがゲノム機能制御に重要な働きを持つかは、不
明であった。H2A.Zと H2Aのアミノ酸配列を比較すると、67%程度の同一性があることが知られて
おり、このアミノ酸配列の違いが H2A.Z特異的な機能に重要であると考えられる(Fig. 4-A)。H2A.Z
の特徴的なアミノ酸配列に変異を導入した変異型 H2A.Zを H2A.Z DKO細胞に発現させ、野生型
H2A.Zを発現させた H2A.Z DKO細胞と表現型を比較することによって、H2A.Zの機能ドメインの
解析を試みた(Fig. 4-B)。 
まず、H2A.Z DKOに対して FLAG標識した H2A、あるいは FLAG標識した H2A.Z.1を安定発現
する細胞株(DKO/F-H2A, DKO/F-H2A.Z.1)を樹立し、H2A.Z DKO 細胞における致死性が相補されて
いるかを検証した。クロマチン画分を回収した後ウエスタンブロット解析を行い、発現させた F-H2A
および F-H2A.Z.1がクロマチン中に導入されていることを確認した(Fig. 5-A)。次に細胞増殖の解析
を行った結果、DKO/F-H2A.Z.1のみが H2A.Z DKO細胞の増殖を回復させることが示された 
(Fig. 5-B)。この結果は、H2A.Z DKO細胞の致死性は外来性 H2A.Zの発現によって相補可能である
ことを示している。 
Fig. 4 Analysis of functional domains of H2A.Z. (A) Alignment of amino acid sequence of chicken H2A.Z.1 and H2A. 
Identical amino acids between H2A.Z.1 and H2A were colored with orange. (B) Strategy for analyzing functional domains 
of H2A.Z by using H2A.Z DKO cells. 
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 次に、外来性 H2A.Zの発現によって染色体分配異常や転写制御異常といった H2A.Z DKO細胞の
表現型が相補可能か検証を行った。H2A.Z DKO細胞で H2A.Z.1を安定発現させた細胞株
(DKO/H2A.Z.1)を樹立し表現型の相補性を解析した。顕微鏡観察を行い、M期の細胞の形態、割合
を比較した結果、DKO/H2A.Z.1細胞においては染色体分配異常が相補されていることが示された
(Fig. 5-C)。次に、マイクロアレイ転写解析を行い H2A.Z DKO 細胞と DKO/H2A.Z.1細胞の間の遺伝
子発現プロファイルを比較した結果、H2A.Z DKOによる遺伝子発現変化とは逆に、外来性 H2A.Z
の発現により遺伝子発現の活性化が観察された (Fig. 5-D)。これらの結果は、外来性 H2A.Z.1の発
現によって H2A.Z DKO細胞の表現型を相補可能であることを示している。 
 
  
Fig. 5 Genetic complementation analysis of H2A.Z DKO cells by exogenous H2A.Z. (A) Western blot analysis of 
DKO/F-H2A.Z.1 and DKO/F-H2A using anti-H2A.Z and anti-FLAG antibodies. (B) Representative growth curves of DKO, 
DKO/F-H2A.Z.1 and DKO/F-H2A cells. (C) Summary of visual quantification of cell-cycle state and phenotypes in DKO 
and DKO/H2A.Z.1 cells. (D) Scatter plot comparing expression profiles of DKO/H2A.Z.1 and H2A.Z DKO cells. Numbers 
of up-regulated and down-regulated genes in DKO/H2A.Z.1 cells are indicated using black dots. 
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第四章 H2A.Z N末端ヒストンテールの機能解析 
 
 第三章において樹立した H2A.Zの機能相補実験系を用いて、H2A.Zの機能ドメインの解析を行っ
た。これまでの研究によって、H2A.Zの N末端ヒストンテールの 5つのリジン残基はアセチル化修
飾を受けることが報告されている(Fig. 6-A)。興味深いことに、酵母を用いた遺伝学的解析によって、
H2A.Zのアセチル化修飾は染色体分配に重要な機能を持つことが示されていた。また、H2A.Zのア
セチル化修飾は転写活性化されている領域に集積していることが報告されており、転写制御におい
ても重要な寄与をすることが示唆されていた。これらの知見に基づき、H2A.Z N末端テールに着目
した機能解析を行った。 
 H2A.Z のアセチル化修飾の機能を解析するため、5つのリジン残基を全てアルギニンに置換した
非アセチル化型 H2A.Z (5KR-H2A.Z)を構築した(Fig. 6-A)。さらに、H2A.Zの N末端テールのアミノ
酸配列の特異性がゲノム機能制御に重要な機能をもつ可能性を考え、H2A.Zの N末端テールを H2A
型に置換したキメラ型 H2A.Z (H2A-H2A.Z)も構築した(Fig. 6-A)。これら２種の変異型 H2A.Zを
H2A.Z DKO 細胞で安定発現させた細胞株 (DKO/5KR-H2A.Z, DKO/H2A-H2A.Z)を樹立し、表現型の
比較解析を行った。 
 まず、これらの細胞株を用いて H2A.Z N末端テールの染色体分配への寄与を検証した。細胞増殖
を解析した結果、5KR-H2A.Z、H2A-H2A.Zともに H2A.Z DKO 細胞の致死性を相補可能であること
が示された(Fig. 6-B)。さらに、顕微鏡観察を行い M期の細胞の形態、割合を解析した結果、
5KR-H2A.Z、H2A-H2A.Zともに染色体分配異常の表現型を機能相補可能であることが示された(Fig. 
6-C)。これらの結果は、H2A.Z N末端テールのアセチル化修飾と特異的アミノ酸配列は、染色体分
配には必須ではないことを示している。 
 次に、H2A.Z の N末端テールが転写制御へ寄与する可能性を考え、マイクロアレイ転写解析によ
り遺伝子発現プロファイルを比較した。DKO/H2A.Z.1細胞の遺伝子発現シグナルをコントロールに
設定し、DKO/5KR-H2A.Z細胞、DKO/H2A-H2A.Z細胞において発現が 2倍以上変動している遺伝子
の抽出を行った。この比較の結果、両細胞株における発現変動遺伝子の重複は部分的であり、相関
性も低いことが示された(Fig. 7-A, B)。さらに、DKO/5KR-H2A.Z細胞と DKO/H2A-H2A.Z細胞にお
いて発現が異なる方向に変化する遺伝子 IRF4と SEPT11が見出された。これらの遺伝子の発現を
定量 PCRを用いて確認したところ、両遺伝子ともに 5KR-H2A.Zと H2A-H2A.Zによって転写が異
なる方向に変化することが示された (Fig. 7-C)。これらの結果は、H2A.Z N末端テールのアセチル
化修飾と特異的アミノ酸配列は転写制御において異なる寄与をすることを示している。 
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Fig. 7 Comparison of gene expression profiles of DKO/H2A.Z.1, DKO/5KR-H2A.Z and DKO/H2A-H2A.Z cells. (A) Venn 
diagram representing dysregulated genes in DKO/5KR-H2A.Z and DKO/H2A-H2A.Z cells. (B) The transcription levels of 
dysregulated genes in DKO/5KR-H2A.Z and DKO/H2A-H2A.Z cells were plotted according to their log2 expression 
ratios. (C) Relative expression levels of IRF4 and SEPT11 in DKO/H2A.Z.1, H2A.Z.2-KO, DKO/5KR-H2A.Z, and 
DKO/H2A-H2A.Z cells were confirmed by quantitative RT-PCR. 
Fig. 6 Acetylation and amino acid sequence of the N-terminal tail of H2A.Z are not required for mitotic progression. 
(A) Schematic representation of the H2A.Z.1, 5KR-H2A.Z, and H2A-H2A.Z. (B) Representative growth curves of DKO, 
DKO/H2A.Z.1, DKO/5KR-H2A.Z, and DKO/H2A-H2A.Z cells. (C) Summary of visual quantification of cell-cycle state 
and phenotypes of DKO, DKO/H2A.Z.1, DKO/5KR-H2A.Z, and DKO/H2A-H2A.Z cells. 
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第五章 総合考察 
 
 H2A.Zは染色体分配、転写制御など様々なゲノム機能制御に関与するが、その分子機構は不明で
あった。本研究では、H2A.Zの機能を解析するためのツールとして、H2A.Z DKO細胞を用いた機能
相補系を樹立した (Fig. 5)。この実験系を用いることによって、H2A.Zの各ドメインがどのような分
子機構により、どのようなエピジェネティック制御に関与するかを解析することが可能となる。 
 出芽酵母を用いた遺伝学的解析によって、H2A.Z の N末端テールのアセチル化修飾が染色体分配
や転写活性化において重要な機能を持つことが報告されていた。そこで、脊椎動物における H2A.Z 
の N末端テールの機能を検証するために H2A.Zの機能相補実験系を用いて解析を行ったところ、
H2A.Zの N末端テールのアセチル化修飾および特異的アミノ酸配列は染色体分配においては必須
ではないことが示された。これらの結果は、脊椎動物においては H2A.Zの N末端テール以外の領
域（ヒストンフォールドドメインなど）が染色体分配において重要な機能を持つことを示唆してい
る (Fig. 8)。これを支持する知見として、H2A.Zのヒストンフォールドドメインが染色体分配制御因
子の集積やヘテロクロマチン構造の形成に寄与するという報告もあり、これらの特徴によって
H2A.Zが染色体分配に寄与することが考えられる。 
一方、マイクロアレイ転写解析の結果より、H2A.Z の N末端テールのアセチル化と特異的アミノ
酸配列が、転写制御においては異なる寄与をすることが示された。H2A.Z の N末端テールへのアセ
チル化修飾と転写制御の関連は報告されていたものの、特異的アミノ酸配列が転写制御に関与する
ことは本研究により初めて示された。H2A.Zと H2Aの N末端テールのアミノ酸配列の間では、リジ
ンやアスパラギン酸といった酸・塩基性のアミノ酸の数が異なり、これらの性質の違いによってヌ
クレオソームの構造や相互作用因子に違いが生じ、それが転写制御に寄与することが考えられる。 
近年の研究により、H2A.Zは分化、発生、細胞がん化、記憶形成といった高次生命現象に重要な
寄与をすることが報告されている。このような多様な機能を発揮するために、H2A.Zは特徴的な機
能ドメインを介して、クロマチン構造変換を制御していると考えられている。しかし、H2A.Zがど
のような分子機構により、クロマチン構造を変換するかは未だ多くの点が不明である。本研究にお
いて樹立された機能相補系は、H2A.Zの特徴的な機能ドメインを細胞レベルで解析するのに適して
おり、H2A.Zによるゲノム機能制御を解明するための有力なツールになると考えられる。 
 
Fig. 8 Proposed model representing selective 
contributions of the N-terminal tail and the histone 
fold domain of H2A.Z to transcriptional regulation 
and mitotic progression.  
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